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Введение. Интерес к криоконсервации ооцитов животных обусловлен возрастающей необхо-
димостью совершенствования и внедрения инновационных клеточных репродуктивны технологий 
(получение эмбрионов in vitro, клонирование, трансгенез) в практику животноводства, медицину, 
фармакологию. В то время, как замораживание эмбрионов успешно применяется в практике, до-
стижения в криоконсервации ооцитов незначительны. Для замороженных ооцитов характерен  
низкий уровень сохранности, оплодотворяемости и развития. Главные отличия криоконсервации 
ооцитов от эмбрионов определяются особенностями строения  плазматической мембраны, нали-
чием кортикальных гранул, строением веретена на стадии метафазы- II.  Ооциты млекопитающих 
- один из самых «трудных» типов клеток, способных к успешной криоконсервации. Технология 
замораживания ооцитов, по сравнению  со спермой или эмбрионами, имеет ряд технических труд-
ностей, в связи с особенностью женских герминальных клеток, что приводит к низкой рождаемо-
сти. Относительно свежим подходом к проблеме криоконсервации без использования дорогосто-
ящего оборудования является витрификация. Разработка эффективных методов витрификации вы-
зывает необходимость изучения механизмов, детерминирующих криорезистентность ооцитов.  
   Увеличение концентрации внутриклеточного кальция в клетках происходит вследствие входа 
внеклеточного кальция и освобождения кальция из внутриклеточных депо [1]. Витрификация не 
влияет на структуру эндоплазматического ретикулума в ооцитах на стадии зародышевого пузырь-
ка - GV-стадии [2]. В то же время, в результате заморозки ооцитов нарушается способность эндо-
плазматического ретикулума к реорганизации в процессе созревания женских гамет, что может 
вызывать снижение компетентности ооцитов к развитию [3]. Также было показано, что реоргани-
зация эндоплазматического ретикулума при созревании in vitro, замедлялась в ооцитах, витри-
фицированных до реинициации мейоза на стадии диплотены [4].  В настоящем исследовании на 
основе изучения флуктуации ионов кальция в донорских ооцитах свиней с использованием  инги-
биторного анализа характеризуются особенности деструкции цитоскелета, детерминированные 
витрификацией.  
Материал и методы исследований. В экспериментах использовали яичники свиней (порода 
ландрас, возраст 6-8 месяцев) на стадии фолликулярного роста, без видимой патологии. Для опы-
тов отбирали ооциты округлой формы с тонкогранулированной ооплазмой и равномерной по ши-
рине зоной пеллюцида, выделенные из овариальных фолликулов диаметром 3-6 мм. Ооциты, 
предназначенные для витрификации, обрабатывали тремя растворами криопротекторов (СРА), 
приготовленными на среде ТС-199(«Sigma») с добавлением 10% фетальной бычьей 
сыворотки(«Sigma»). CPA-1: 0.7 M диметилсульфоксид (ДМСО) + 0.9 M этиленгликоль (ЭГ), 
CPA-2: 1.4M ДМСО+1.8M ЭГ; CPA-3: 2.8 M ДМСО + 3.6 M ЭГ + 0.65 M трегалоза. Ооциты по-
этапно помещали на 30 секунд в СРА-1, потом в СРА-2 и , наконец,  в СРА-3 на 20 секунд. Пайеты 






менее 1 часа. Ооциты извлекали из пайет и помещали в 3 мл 0,25 М трегалозы в среде ТС-199  с 
добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки, отмывали последовательно в 0,19 М и затем в 
0,125М трегалозе при 370С, и в конце только в ТС-199. Инкубацию выделенных ооцитов проводи-
ли в модифицированной среде Дюльбеко, в отсутствии внеклеточного Са2+. Концентрацию каль-
ция внутриклеточных депо ооцитов свиней измеряли с помощью зонда хлортетрациклин (ХТЦ). 
Используемая концентрация ХТЦ составляла 40 мкМ. Интенсивность флуоресценции ХТЦ изме-
ряли на флуориметрической установке, состоящей из люминесцентного микроскопа и фотометри-
ческой насадки. Комплекс ХТЦ-Са2+-мембрана возбуждали светом 380-400 нм, флуоресценцию 
регистрировали в области 530 нм. Интенсивность флуоресценции измеряли в усл. ед. Достовер-
ность различия сравниваемых средних значений для 4-5 независимых экспериментов оценивали с 
помощью t-критерия Стьюдента. 
Результаты исследований. На диаграммах (рисунок 1) представлены данные, отражающие 
уровень содержания кальция во внутриклеточных депо интактных и витрифицированных ооцитов 
после воздействия теофиллина, ГДФ (гуанозиндифосфата) и ингибитора синтеза микрофиламен-
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Рисунок 1 – Влияние ингибитора синтеза микрофиламентов на стимулированное теофиллином и 
ГДФ освобождение Са2+ из внутриклеточных депо ооцитов свиней. 
 
По горизонтали: 1 – контрольные клетки; 2 – активация теофиллином в концентрации 10 мМ; 3 – 
100 мкМ ГДФ; 4 – совместное действие теофиллина и ГДФ; 5 – действие 10 мкМ цитохалазина Д; 6 – 
действие цитохалазина Д с последующей обработкой теофиллином; 7 – действие цитохалазина Д с по-
следующей обработкой ГДФ; 8 – 10 мкМ цитохалазина Д и последующее совместное действие теофил-
лина и ГДФ. По вертикали - интенсивность флуоресценции ХТЦ, усл. ед. ед.; а - невитрифицирован-
ные ооциты, б - витрифицированные ооциты. Различия достоверны при: а - P<0.001 (1 и 2; 1 и 3), 
P<0.01 (2 и 4; 3 и 4; 4 и 8): б - P<0.001 (1 и 2; 1 и 3; 5 и 6), P<0.01 (5 и 7). 
 
Показано, что внесение в среду инкубации теофиллина в концентрации 10 мМ или ГДФ  в кон-







точных депо. Совместное действие теофиллина и ГДФ стимулировало в ооцитах дополнительное 
освобождение Са2+ из внутриклеточных депо. Обработка ооцитов ингибитором синтеза микрофи-
ламентов цитохалазином Д в концентрации 10 мкМ не оказывала влияние на уровень содержания 
кальция во внутриклеточных депо. Добавление цитохалазина Д не влияло на освобождение Са2+, 
активированное при использовании теофиллина или ГДФ, в то же время совместное действие тео-
филлина и ГДФ не приводило к дополнительному освобождению Са2+ из внутриклеточных депо в 
присутствии цитохалазина Д.   
В витрифицированных ооцитах добавление теофиллина или ГДФ также вызывало освобожде-
ние Са2+ из внутриклеточных депо. Однако совместное действие теофиллина и ГДФ, в отличии от 
действия этих соединений в невитрифицированных ооциты, не вызывало дополнительное осво-
бождение Са2+ из внутриклеточных депо. Обработка витрифицированных ооцитов цитохалазином 
Д не оказывала влияние на выход Са2+ из внутриклеточных депо. Обработка ингибитором синтеза 
микрофиламентов также не оказывала влияние на освобождение Са2+, стимулированное отдельно 
теофиллином или ГДФ, а также совместным действием теофиллина и ГДФ.  
Обсуждение. Mullaney et al. принадлежит гипотеза, согласно которой ГТФ (гуанозинтри-
фосфат) детерминирует образование связи между различными внутриклеточными депо кальция 
(рианодин- и IP3-чувствительными) и обеспечивает переход Са
2+
 из рианодин в IP3-
чувствительные внутриклеточные депо. Совместное действие IP3 и ГТФ способствует дополни-
тельному освобождению Са2+ из внутриклеточных депо [5]. Ранее нами обнаружено, что при сов-
местном действии теофиллина и ГДФ наблюдается дополнительное освобождение Са2+ из внутри-
клеточных депо. Кроме того, как и в случае взаимодействия IP3 и ГТФ, теофиллин и ГДФ активи-
руют освобождение Са2+ из разных внутриклеточных депо – теофиллин из рианодин-, а ГДФ – из 
IP3-чувствительных внутриклеточных депо [6]. На основании этих данных, а также результатов, 
полученных с использованием тапсигаргина (неопубликованные данные), было предположено, 
что, возможно, как и ГТФ, ГДФ способствует образованию связи между различными внутрикле-
точными депо и обеспечивает переход Са2+ между ними. Однако, в отличии от ГТФ, ГДФ стиму-
лирует переход Са2+ в обратном направлении – из IP3- в рианодин-чувствительные внутри-
клеточные депо, откуда затем и освобождается.   ГТФ образует связь с цитоскелетом, участвуя в 
синтезе микротрубочек [7]. Вероятно, элементы цитоскелета участвуют в образовании связи меж-
ду двумя различными внутриклеточными депо кальция, способствуя обмену Са2+ между ними. Как 
и ГТФ, ГДФ образует связь с цитоскелетом, так как на ооцитах свиньи было показано, что ингиби-
тор синтеза микрофиламентов цитохалазин Д ингибировал дополнительное освобождение Са2+, 
стимулированное совместным действием теофиллина и ГДФ. 
При исследовании криоповреждений в архитектонике цитоскелета женских гамет выявлено, 
что витрификация оказывает различный эффект на элементы цитоскелета ооцитов. На животных 
различных видов было показано, что витрификация приводит к разрушению микрофиламентов и 
не затрагивает микротрубочки [8,9].  В наших исследованиях обнаружено, что витрификация ока-
зывает ингибирующее влияние на дополнительное освобождение Са2+, стимулированное совмест-
ным действием теофиллина и ГДФ. Обработка витрифицированных ооцитов свиньи ингибитором 
синтеза микрофиламентов не приводила к изменению интенсивности флуоресценции при сов-
местном действии теофиллина и ГДФ, что позволяет предположить, что витрификация приводит к 
разрушению в ооцитах микрофиламентов, при этом, не затрагивает структуры микротрубочек.   
Lowther et al.  показали, что при криоконсервации ооцитов млекопитающих на GV-стадии сохра-
няются   внутриклеточные мембраны, и ооциты могут завершать ядерное созревание, однако,  ими 
же было обнаружено, что в результате витрификации может нарушаться способность эндоцито-
плазматического ретикулума  к реорганизации при созревании ооцитов, что обуславливает сниже-
нию их способности к развитию  [2]. Полученные нами результаты подтверждают и дополняют 
данные Lowther et al. о деструкции микрофиламентов в замороженных ооцитах, а также свиде-
тельствуют о приоритетной роли микротрубочек при завершении мейоза.   
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Введение. Использование ДНК-диагностики для отбора особей, несущих желательные аллели 
генов хозяйственно-ценных признаков, позволяет проводить их селекционную оценку уже в ран-
нем возрасте, без учета изменчивости признаков, обусловленных внешней средой.  
Это позволяет создавать высокоспециализированные линии, типы и породы свиней, обладаю-
щие повышенными продуктивными и потребительскими качествами, что в настоящее время не-
возможно без применения современных молекулярно-генетических методов [4, 5]. 
Маркер-зависимая селекция, т.е. отбор животных по генотипу, способствует быстрому накоп-
лению в популяциях свиней желательных аллелей генов, определяющих как различные показатели 
продуктивности, так и устойчивость к заболеваниям, и, как следствие, повышению эффективности 
свиноводства, находит все более широкое распространение в странах с развитым свиноводством 
[2, 3]. 
Известно, что рост и развитие животных, как биологический феномен, контролируется ком-
плексом эндокринных, аутокринных  и паратипических факторов. В свою очередь ген IGF-2 коди-
рует инсулиноподобный фактор роста 2, также известный как соматомедин А, который входит в 
семейство белковых ростовых факторов наряду с инсулином и релаксином и действует как стиму-
лятор роста на клеточном уровне. Особая роль IGF-2 отмечается в эмбриональный период: он ре-
гулирует рост плода, участвует в широком спектре процессов метаболизма, мио- и митогенеза, 
ингибировании апоптоза, пролиферации и дифференцировке клеток в эмбриональных тканях и 
плаценте. Аутокринная секреция белка играет значительную роль в дифференцировке клеток ске-
летной мышцы. 
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